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1. Einleitung 

1.1 Glutarazidurie Typ 1 

Die Glutarazidurie Typ 1 ist eine angeborene neurodegenerative Stoffwechselerkrankung, 

der Mutationen im Glutaryl-Coenzym-A-Dehydrogenase (GCDH)-kodierenden Gen zu-

grunde liegen. Die Krankheit wird autosomal-rezessiv vererbt und wurde erstmals 1975 von 

Goodman beschrieben (Goodman et al. 1975). Die GCDH ist ein mitochondriales 

Matrixprotein, das am Abbau der Aminosäuren Lysin, Hydroxylysin und Tryptophan 

beteiligt ist. Bei Funktionsverlust des Enzyms kann das intermediäre Abbauprodukt 

Glutaryl-CoA nicht weiter abgebaut werden und es kommt in allen Geweben und 

Körperflüssigkeiten zur Anhäufung der pathologischen sekundären Metaboliten Glutarsäure 

(GA) und 3-Hydroxyglutarsäure (3OHGA) (Goodman und Frerman 2001). 

Bei Geburt sind betroffene Kinder, abgesehen von einer möglichen Makrozephalie, klinisch 

unauffällig. Während eines vulnerablen Zeitfensters vom 3.-36. Lebensmonat können jedoch 

katabole Stoffwechsellagen, wie beispielsweise fieberhafte Infektionen oder Impfungen, 

Durchfallerkrankungen oder Erbrechen, zu einer enzephalopathischen Krise führen. Hierbei 

kommt es innerhalb weniger Stunden zum bilateralen irreversiblen Untergang von Neuronen 

im Corpus Striatum und in Folge dessen zu einer dyston-dyskinetischen Bewegungsstörung 

variabler klinischer Ausprägung (Goodman und Frerman 2001, Hoffmann et al. 1996, 

Kölker et al. 2006, Strauss et al. 2003). 

Zudem zeigt sich bei Patienten nach einer enzephalopathischen Krise häufig eine 

stammbetonte muskuläre Hypotonie bei parallel bestehender Hypertonie und Dystonie der 

Extremitäten. Magnetresonanztomografische Aufnahmen des Gehirns zeigen nach einer 

enzephalopathischen Krise typischerweise bilaterale T2-Hyperintensitäten des Corpus 

Striatum. Es können aber auch bei Patienten, die noch keine Stoffwechselkrise durchlebt 

haben, MRT-Veränderungen auftreten, wie beispielsweise T2-Hyperintensitäten des 

Pallidums oder der weißen Substanz, subdurale Hämatome oder frontotemporale 

Hypoplasien. Die frontotemporale Hypoplasie kann sich unter den im anschließenden 

Abschnitt beschriebenen Therapiemöglichkeiten teilweise zurückbilden, sodass sie als 

metabolisch bedingte Reifungsverzögerung interpretiert wird. Die klinische Bedeutung der 

anderen extrastriatalen MRT-Veränderungen ist unklar (Harting et al. 2009, Heringer et al. 

2010).   
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Neben neurologischen Symptomen wurden auch funktionelle und histologische 

Veränderungen in der Niere beschrieben. Etwa 20-25% der GA1-Patienten im Alter von 

über 20 Jahren leiden an chronischem Nierenversagen (Kölker et al. 2015). Zudem wurden 

einzelne GA1-Patienten beschrieben, bei denen es, teilweise infektassoziiert, zu akutem 

Nierenversagen mit Glomerulo- oder Tubulopathien, oder einem nephrotischen Syndrom 

kam (du Moulin et al. 2017, Pode-Shakked et al. 2014, Poge et al. 1997). 

Eine Korrelation zwischen dem klinischen Verlauf eines Patienten einerseits und dem 

biochemischen Phänotyp oder dem Genotyp andererseits konnte nicht festgestellt werden 

(Kölker et al. 2006, Strauss et al. 2003). 

Das wichtigste Therapieziel bei der GA1 ist es, den Ausbruch einer enzephalopathischen 

Krise zu verhindern. Grundsäulen der Therapie sind: 

1. die Reduktion der Vorläufer-Aminosäuren, die zur Bildung der pathologischen 

Metaboliten führen, mittels einer Lysin-armen Diät mit gleichzeitiger Gabe von Lysin-

freien und Tryptophan-armen Aminosäure-Mischungen, 

2. die Supplementation von Carnitin, um intermediäres Glutaryl-CoA zu konjugieren 

(Detoxifikation) und einen Carnitinmangel zu vermeiden, sowie  

3. ein strenges Notfallmanagement während aller Zustände, die zu einer Katabolie führen 

können (Infekte, Erbrechen, Durchfall) mit Gabe energiereicher, Glukose-basierter 

Infusionen und einer Einschränkung der Eiweißzufuhr (Boy et al. 2017). 

Der letztgenannte Punkt ist der effektivste und wichtigste Schritt zur Vorbeugung einer 

neuropathischen Schädigung (Boy et al. 2017). Während es bei 65-90% der unbehandelten 

GA1-Patienten zur Entwicklung einer enzephalopathischen Krise kommt, liegt die Rate der 

Stoffwechselkrisen bei GA1-Patienten unter dieser Therapie bei 10-35% (Boy et al. 2018, 

Heringer et al. 2010, Kölker et al. 2006). 

Da die Therapiemöglichkeiten nach striatalem Nervenzelluntergang eingeschränkt sind, ist 

die frühzeitige Erkennung und Behandlung einer GA1 vor dem Auftreten einer 

enzephalopathischen Krise entscheidend (Boy et al. 2018, Heringer et al. 2010). Seit dem 

1. April 2005 wird in Deutschland flächendeckend jedes Neugeborene im Rahmen des 

erweiterten Neugeborenenscreenings auf GA1 hin untersucht. Im Mittel werden im 

Neugeborenenscreening jährlich 5-10 Neugeborene in Deutschland mit einer GA1 neu 

entdeckt, was einer Inzidenz von 1:100.000 Neugeborenen entspricht (Lindner et al. 2006).  
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1.2 Glutaryl-Coenzym-A-Dehydrogenase und pathophysiologische 

Mechanismen der GA1 

Die essentiellen Aminosäuren Lysin, Tryptophan und Hydroxylysin werden über 

unabhängige Stoffwechselwege zu α-Ketoadipinsäure abgebaut. Für Lysin existieren hierbei 

zwei Abbauwege, der Pipecolinsäureweg, der hauptsächlich in den Peroxisomen und im 

Zytosol lokalisiert ist, und der Saccharopinweg, der nur in den Mitochondrien stattfindet. 

Der Pipecolinsäureweg stellt den im reifen Gehirn vorherrschenden Lysin-Abbauweg dar, 

während der Saccharopinweg im extrazerebralen Gewebe und besonders in der Leber 

überwiegt (Hallen et al. 2013, Posset et al. 2015). Die gewebespezifische Verteilung der 

Abbauwege könnte eine bedeutsame Rolle bei der Ausprägung der GA1 in verschiedenen 

Organen spielen, wurde jedoch in diesem Zusammenhang noch nicht untersucht.  

Beide Lysin-Stoffwechselwege münden schließlich mit dem Abbauweg von Tryptophan in 

eine gemeinsame Endstrecke ein: α-Ketoadipinsäure wird in die Mitochondrien transportiert 

und vom α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex (OGDC) unter Verwendung von freiem 

Coenzym A (CoA) zu Glutaryl-CoA umgesetzt (Abb. 1.1). GCDH katalysiert die 

nachfolgende oxidative Decarboxylierung von Glutaryl-CoA über Glutaconyl-CoA zu 

Crotonyl-CoA, welches über weitere Enzyme zu Acetyl-CoA abgebaut wird. 

Acetyl-CoA kann anschließend in den Tricarbonsäurezyklus (TCA-Zyklus) eingeschleust 

werden, womit der Stoffwechsel der Aminosäuren der Energiegewinnung und Bereitstellung 

von Zwischenprodukten für die Biosynthese von Proteinen, Nukleinsäuren, Fettsäuren, 

Glukose, Steroiden und Häm dient.  

Defekte des GCDH-Enzyms führen folglich zur Akkumulation von Glutaryl-CoA. Durch 

Abspaltung des CoA bzw. Veresterung mit Carnitin entstehen daraus GA bzw. 

Glutarylcarnitin (glu-Carnitin). Aus dem Intermediat Glutaconyl-CoA kann durch CoA-

Abspaltung Glutaconsäure (GC) und durch Hydrierung und anschließende Abspaltung des 

CoA 3OHGA entstehen (Abb. 1.1; (Westover et al. 2001). Ob die Bildung von GA, 3OHGA 

und GC enzymatisch oder Enzym-unabhängig verläuft, ist ungeklärt.   
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Abb. 1.1: Schematische Übersicht des gestörten Abbaus von Lysin, Hydroxylysin und 

Tryptophan bei GCDH-Defizienz. 

OGDC: α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex; GCDH: Glutaryl-Coenzym-A-Dehydrogenase; 

GA: Glutarsäure; Glu-Carnitin: Glutarylcarnitin; GC: Glutaconsäure; 3OHGA: 3-Hydroxy-

glutarsäure. Abbildung modifiziert nach Lamp (2011).  

Pathophysiologischen Mechanismen, die zur GA1 führen, sind bisher nur unzureichend 

untersucht worden. Es sind verschiedene Mechanismen beschrieben und diskutiert worden: 

Exzitoxizität durch Überaktivierung von glutamatergen Rezeptoren, eine beeinträchtigte 

Integrität der Endothelzellen im Gehirn oder gestörte anaplerotische Supplementierung von 

Neuronen mit astrozytären TCA-Zyklus-Intermediaten. Im Nachfolgenden werden diese 

Erklärungsansätze näher erläutert. 

1.2.1 Glutamat-Exzitoxizität  

Wie Abbildung 1.2 zeigt, weisen die bei GA1 akkumulierenden Metaboliten eine strukturelle 

Ähnlichkeit zum Neurotransmitter Glutamat auf. Aufgrund dieser strukturellen Ähnlichkeit 

wurde postuliert, dass die akkumulierenden Metaboliten exzitotoxische Wirkungen ähnlich 

dem Glutamat vermitteln können (Kölker et al. 2004b, Ullrich et al. 1999).  
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Abb. 1.2: Strukturelle Ähnlichkeiten der aus Glutaryl-CoA entstehenden Metaboliten GA und 

3OHGA zu Glutamat.  

Exzitoxizität beschreibt einen neurotoxischen Mechanismus, der durch eine erhöhte 

Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt und einer dadurch bedingten supra-

physiologischen Erregung von glutamatergen Rezeptoren definiert ist. Es wurde daher 

angenommen, dass erhöhte Konzentrationen von GA und 3OHGA im Gehirn zur 

dauerhaften Aktivierung des ionotropen NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptors führen 

könnten. Hierbei wurde 3OHGA, da sie GA1-spezifisch ist (Ullrich et al. 1999), die 

entscheidendere Rolle zugeschrieben, obwohl ihre Gleichgewichtskonzentrationen weit 

unter denen von GA liegen. Durch die dauerhafte Depolarisierung und folgendem Ca+-

Einstrom schwillt die Zelle an und es kommt zur Induktion von Nekrose-induzierenden und 

proapoptotischen Enzymen wie der NO-Synthase oder zur Inhibition wie z. B. der Protein 

Kinase C und letzten Endes zum Untergang der Zelle (Jafari et al. 2011). Diese Hypothesen 

basieren jedoch größtenteils auf Befunden an isolierten neuronalen Rattenzellen, die keine 

GCDH-Defizienz aufwiesen, und die unter unphysiologisch hohen Konzentrationen der 

Metaboliten gewonnen wurden. 
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1.2.2 Beeinträchtigung der Integrität von Endothelzellen 

Von Mühlhausen et al. (2006) wurde gezeigt, dass 3OHGA die Integrität von Endothelzellen 

in vivo und in vitro beeinträchtigt. Es wurde eine erniedrigte Expression von VE-Cadherin, 

einem Bestandteil der „adherens junctions“ beobachtet, die mit Einblutungen einhergeht, 

was auf die 30% der GA1-Patienten zutreffen könnte, bei denen subdurale Hämatome und 

akute retinale Blutungen auftreten. 

Es ist deshalb denkbar, dass es im Rahmen enzephalopathischer Krisen auch zu einer 

veränderten Permeabilität der Bluthirnschranke (BHS) kommen und so der Untergang von 

Neuronen des Striatums begünstigt werden könnte. Die Begrenzung der toxischen Wirkung 

auf das Striatum könnte auf Unterschiede in der frühkindlichen Gefäßentwicklung zwischen 

diesem und dem restlichen Teil des Gehirns zurückführbar sein (Kuban und Gilles 1985). 

Befunde von Zinnanti et al (2006), bei denen eine induzierte Krise bei Mäusen zu 

subarachnoidalen Blutungen führte, stützen zunächst diese Annahme. Funktionelle 

Untersuchungen mit radioaktiv markierten Metaboliten zeigten jedoch, dass die 

Permeabilität der BHS im Mausmodell in der Krise unbeeinflusst bleibt (Keyser et al. 2008, 

Sauer et al. 2006) und zudem weder zirkulierende GA noch 3OHGA über die BHS 

transportiert werden (Keyser et al. 2008, Mühlhausen et al. 2008). Dies lässt darauf 

schließen, dass neurotoxische Effekte bei der GA1 von endogen im Gehirn synthetisierter 

GA und 3OHGA vermittelt werden. Die Spezifität der Degeneration striataler Neurone bei 

GA1 bleibt allerdings weiter unklar. 

1.2.3 Energiestoffwechsel und anaplerotische Bereitstellung von TCA-Zyklus-

Intermediaten 

Die eigene Arbeitsgruppe zeigte, dass extrazelluläre GA und 3OHGA konzentrations-

abhängig den anaplerotischen Transfer von TCA-Zyklus-Intermediaten (z. B. Succinat) aus 

Astrozyten zu Neuronen beeinträchtigen kann (Lamp et al. 2011). Der TCA-Zyklus dient in 

Neuronen der Bereitstellung sowohl von Energie in Form von ATP, als auch von Substraten 

für die Synthese der Neurotransmitter GABA und Glutamat. Die Umwandlung von Pyruvat 

zu Oxalacetat durch die Pyruvatcarboxylase dient der Generierung weiterer Intermediate. Da 

die Pyruvatcarboxylase in Neuronen nicht exprimiert wird, der Bedarf an TCA-Zyklus-

Intermediaten jedoch hoch ist, sind Neurone auf den anaplerotischen Transfer u.a. der 

Dicarboxylate Succinat und α-Ketoglutarat aus Astrozyten angewiesen (Hertz 2004, Hertz 

et al. 2007, Jitrapakdee et al. 2006, Schousboe et al. 1997).  
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Der astrozytäre Efflux dieser Intermediate wird bei GA1 durch intrazellulär akkumulierende 

GA und 3OHGA kompetitiv gehemmt, was anschließend zu einer verringerten Aufnahme 

über Na+-abhängige Dicarboxylat-Cotransporter 3 (NaC3) in die Neuronen führt. Da sowohl 

GA als auch 3OHGA Substrate des NaC3-Transporters sind, ist es sehr wahrscheinlich, dass 

zusätzlich extrazelluläre GA und 3OHGA die Aufnahme der anaplerotischen Dicarboxylate 

in Neuronen kompetitiv inhibieren (Lamp et al. 2011, Mühlhausen et al. 2008, Stellmer et 

al. 2007). Darüber hinaus wird angenommen, dass hohe Konzentrationen von GA 

(Ki ~ 2,2 mM) zur Inaktivierung der Na+/K+-ATPase führen (Kölker et al. 2002). Die 

Na+/Ka+-ATPase dient der Aufrechterhaltung des Membranpotentials durch den 

gleichzeitigen Gegentransport von drei Na+-Ionen aus der Zelle und von zwei K+-Ionen in 

die Zelle entgegen der chemischen Konzentrations- und elektrischen Ladungsgradienten. Da 

die TCA-Zyklus-Intermediate nur mit dem einwärts gerichteten Na+-Einstrom NaC3-

abhängig in die Zelle transloziert werden können, ist die Aufrechterhaltung des 

extrazellulären Na+-Gradienten essentiell. Eine weitere trans-inhibitorische Blockade 

könnten GA und 3OHGA durch die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren hervorrufen 

(Kölker et al. 2004a, Ullrich et al. 1999). Eine dadurch verursachte Depolarisation der 

Plasmamembran inhibiert die [14C]-Succinat-Aufnahme (Yodoya et al. 2006). 

 

Abb. 1.3: Darstellung postulierter Effekte von GA und 3OHGA auf den anaplerotischen 

Transfer von TCA-Zyklus-Intermediaten. Die TCA-Zyklus-Intermediate Succinat (Succ) und α-

Ketoglutarat (α-KG) werden in Astrozyten über Pyruvat durch die Pyruvatcarboxylase (PC) bzw. 

den TCA-Zyklus gebildet. Anschließend können sie über einen noch nicht charakterisierten 

Dicarboxylat-Transporter in den Extrazellularraum abgegeben und über NaC3 in neuronale Zellen 

aufgenommen werden. GA und 3OHGA können verschiedene Schritte der anaplerotischen 

Substitution blockieren (Lamp 2011). 
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Zusammenfassend wird vermutet, dass in GCDH-defizienten Hirnzellen die intra- und 

extrazelluläre Akkumulation der Dicarboxylate GA und 3OHGA den anaplerotischen 

Transfer von TCA-Zyklus-Intermediaten kompetitiv hemmt und die nachfolgende neuronale 

Depletion eine Erschöpfung des TCA-Zyklus bewirkt, was dadurch sowohl zu einem ATP-

Mangel als auch zu einer reduzierten Synthese der Neurotransmitter GABA und Glutamat 

führt (Abb. 1.3) und letztlich zum Untergang der Neuronen beiträgt (Lamp et al. 2011). 

1.3 Mausmodell der GA1 

Um Pathomechanismen der GA1 besser untersuchen zu können, generierte die 

Arbeitsgruppe um David Koeller und Steven Goodman eine Gcdh-Knockout-Maus (Gcdh-

KO-Maus; Koeller et al. 2002). Die Deletion der Exone 1-7 im murinen Gcdh-Gen führte 

zum kompletten Verlust der GCDH-Aktivität. 

Biochemisch sowie histopathologisch weisen die Gcdh-KO-Mäuse einen ähnlichen 

Phänotyp auf wie GA1-Patienten (Koeller et al. 2002). Eine enzephalopathische Krise 

entwickeln die Mäuse allerdings nur nach Verfütterung einer Hochproteindiät (HPD) oder 

einer Lysin-reichen Diät (Zinnanti et al. 2006). Ähnlich wie bei GA1-Patienten, kann die 

katabole Krise bei Gcdh-KO-Mäusen nur in einem frühen Entwicklungsstadium ausgelöst 

werden, die über einen weiteren Anstieg der GA- und 3OHGA-Konzentrationen im Hirn 

und allen Körperflüssigkeiten, Vakuolisierungen im Hirn, Krampfanfälle, Paralyse und 

Nierenschädigungen der proximalen Tubuli nach 3-12 Tagen zum Tod führt (Keyser et al. 

2008, Thies et al. 2013, Zinnanti et al. 2006). 

1.4 Gcdh-und Sirtuin 5-assoziierte Glutarylierung mitochondrialer 

Proteine 

Um die Funktion und Substratspezifität von Sirtuin (SIRT) 5 zu untersuchen, haben Tan et 

al. (2014) eine Sirt5-KO-Maus generiert und dabei nach massenspektrometrischer Analyse 

eine neue posttranslationale Modifikation mitochondrialer Proteine identifiziert. Es handelt 

sich dabei um eine Glutarylierung, die an Lysinresten (Kglu) von Proteinen in 

unterschiedlicher Zahl ohne erkennbares Konsensussequenzmotiv auftritt. Die 

Glutarylierung führt beim Protein zu einer Ladungsänderung am Lysin, von einer positiven 

Ladung zur negativ geladenen Glutarylgruppe. 
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Für Lysin-Glutarylierungen dient analog zu anderen Acylierungen, wie Acetylierung, 

Propionylierung, Malonylierung, Succinylierung etc. (Wagner et al. 2017), energiereiches 

Glutaryl-CoA als Substrat für die Konjugation von Glutarylresten an ε-Aminogruppen von 

Lysin-Seitenketten. Jedoch unterscheiden sich Glutarylierungen und Modifikationen mit 

längeren C-Ketten von Acetylierungen, weil sie nicht-enzymatisch unter Bildung eines 

reaktiven zyklischen Anhydrid-Intermediates verlaufen (Wagner et al. 2017). Die 

Identifizierung von Glutaryl-CoA als Donor für Lysin-Glutarylierungen ließ vermuten, dass 

der pathologische Block im Abbau von Lysin, Tryptophan und Hydroxylysin bei GA1, der 

bis zur Stufe des Glutaryl-CoA abläuft, mit einer übermäßigen Glutarylierung von 

mitochondrialen Proteinen assoziiert sein könnte. Diese Vermutung konnte durch Analyse 

von Mitochondrienfraktionen aus Leber von Gcdh-KO-Mäusen bestätigt werden, die in 

Zusammenarbeit zwischen den Arbeitsgruppen Mühlhausen/Braulke (Universitätsklinikum 

Hamburg-Eppendorf) und Hirschey (Duke University Medical Center, NC) erfolgte (Tan et 

al. 2014). Exemplarisch wurde für die Carbamyl-Phosphat-Synthetase 1 (Cps1), das 

Schlüsselenzym im Harnstoffzyklus mit dem höchsten Glutarylierungsgrad in der Leber von 

Sirt5-KO-Mäusen, gezeigt, dass die Aktivität glutarylierter Cps1 gegenüber dem nicht-

modifizierten Enzym stark inhibiert war (Tan et al. 2014). 

Lysin-Glutarylierungen sind reversibel und können durch SIRT5 NAD+-abhängig 

rückgängig gemacht werden (Tan et al. 2014; Abb. 1.4). 

 

Abb. 1.4: Prinzip der Lysin-Glutarylierung durch nicht-enzymatischen Transfer von Glutaryl-

gruppen. Glutaryl-CoA dient als Glutaryldonor. SIRT5 katalysiert die NAD+-abhängige 

Deglutarylierung mitochondrialer Proteine. 
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Sirtuine (SIRTs) bilden eine Gruppe von sieben NAD+-abhängigen Deacylasen, die 

ursprünglich als Acetylasen und Mono-ADP-Ribosyltransferasen beschrieben wurden. Sie 

kommen in allen Lebewesen, vom Bakterium bis zum Säuger, vor und enthalten eine 

evolutionär konservierte katalytische Zentraldomäne. Die C- und N-Termini variieren und 

determinieren die subzelluläre Lokalisation und Substratspezifität der Sirtuine. SIRT1 und 

SIRT2 sind als Deacetylasen im Zellkern und Zytoplasma aktiv (Anderson et al. 2014, Kupis 

et al. 2016). Auch SIRT3 besitzt Deacetylasefunktion, ist gemeinsam mit SIRT 4 und 5 im 

Mitochondrium lokalisiert und dadurch direkt mit dem Energiezentrum der Zelle verbunden 

(Kulkarni und Canto 2017). SIRT4 und SIRT6 weisen ADP-Ribosyltransferaseaktivität auf, 

zudem entfernt SIRT6, ein nukleäres Sirtuin, langkettige Acylgruppen von Lysinresten 

(Jiang et al. 2013). SIRT7 wirkt im Nucleolus als Regulator von Zellwachstum 

und -proliferation (Kupis et al. 2016). 

Die Abhängigkeit von NAD+ verbindet die enzymatische Aktivität der SIRTs mit dem 

zellulären Stoffwechsel- und Energiestatus, d. h. dem Verhältnis von oxidiertem zu reduzier-

tem NAD (NAD+/NADH; van de Ven et al. 2017). Mitochondrialen SIRTs wird hierbei eine 

wichtige Rolle als Stresssensoren zugeschrieben. Sie tragen durch eine koordinierte 

Regulation von Substratgruppen zur Erhaltung der metabolischen Homöostase bei. 

Beispielsweise wird durch Nährstoffmangel beim Menschen die Expression von SIRT3 in 

Leber und braunem Fettgewebe erhöht und die Energiebereitstellung durch 

Fettsäureoxidation und Ketonkörperbildung reguliert (Sebastian et al. 2012).  

SIRT5 katalysiert neben der Deglutarylierung und Deacetylierung, die Demalonylierung und 

Desuccinylierung von mitochondrialen Enzymen, die in den Hauptstoffwechselwegen der 

oxidativen Phosphorylierung, des TCA-Zyklus und der Fettsäureoxidation involviert sind 

(Du et al. 2011, Hershberger et al. 2017). Obgleich verschiedene Studien vermuten ließen, 

dass die SIRT5-vermittelte Deacylierung, besonders die Desuccinylierung, wichtig für die 

Herzfunktion ist und kardioprotektiv wirkt (Tan et al. 2014, Sadhukhan et al. 2016, van de 

Ven et al. 2017), zeigen herzspezifische Sirt5-KO-Mäuse, dass die parallelen SIRT5-

abhängigen Deacylierungen in verschiedenen Geweben Voraussetzung für die 

Stressbewältigung des Herzens sind (Hershberger et al. 2018). In dem Zusammenhang ist 

die Analyse glutarylierter Proteine im Hirn von Gcdh-KO-Mäusen von fundamentaler 

Wichtigkeit, um die neurodegenerativen Prozesse bei der GA1 zu verstehen. 
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2. Zielsetzung 

Die Glutarazidurie Typ 1 ist eine autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung. 

Pathogene Mutationen im Glutaryl-Coenzym A-Dehydrogenase (GCDH)-Gen führen zur 

Unterbrechung des mitochondrialen Abbaus der Aminosäuren Hydroxylysin, Lysin und 

Tryptophan auf der Stufe des Glutaryl-CoA. Im Rahmen kataboler Krisen kommt es bei 

GA1-Patienten zum irreversiblen Untergang von Neuronen im Striatum. Die zugrunde 

liegenden Pathomechanismen sind weitgehend unklar. Kürzlich wurde unter Beteiligung der 

eigenen Arbeitsgruppe eine neue Form einer regulatorischen posttranslationalen 

Modifikation von Proteinen beschrieben: die Lysin-Glutarylierung. Die Modifikation ist 

abhängig von erhöhten mitochondrialen Spiegeln von Glutaryl-CoA, das als Donor für den 

nicht-enzymatischen Transfer von Glutarylresten auf Lysinseitenketten von Proteinen dient. 

Es wurde weiterhin gezeigt, dass im Mausmodell der GA1 verschiedene Gewebe 

Unterschiede im Muster und in der Intensität glutarylierter Proteine aufwiesen.  

Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden,  

1. ob die Glutarylierung eine Rolle in der Pathogenese der GA1 spielen könnte,  

2. was die molekularen Ursachen für die unterschiedliche Beeinträchtigung von 

Gewebefunktionen sein könnten und  

3. ob es altersabhängige Unterschiede in der Glutarylierung von Proteinen gibt, die mit dem 

Zeitfenster der für enzephalopathische Krisen vulnerablen Phase korrelieren.  

Die Schlüsseltechnologie für die Ziele dieser Arbeit ist die Identifizierung der 

Glutarylierungs-Proteome von Gcdh-KO-Mausleber und -hirn. Für das im Hirngewebe der 

GA1-Maus am stärksten modifizierte Protein, die Glutamat-Dehydrogenase, wurden in der 

vorliegenden Arbeit die Auswirkungen der Glutarylierung auf die Enzymaktivität, Stabilität 

und Interaktion mit anderen Proteinen untersucht. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Reagenzien, Kits und Assays 

10x IEF Anodenpuffer     Bio-Rad, München 

10x IEF Kathodenpuffer     Bio-Rad, München 

Agarose       Invitrogen, Karlsruhe 

Amicon Ultrazentrifugalfilter mit 

Ultracel-10-Membran      Merck-Millipore, Darmstadt 

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS)  Roth, Karlsruhe 

Affi-Gel 10       Bio-Rad, München 

AminoLink Plus Immobilization Kit    Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Aufgereinigte Glutamat-Dehydrogenase (L-GDH)  

aus Rindleber       Sigma-Aldrich, München 

Bio-Rad Protein Assay      Bio-Rad, München 

Bovines Serumalbumin (BSA)    Serva, Heidelberg 

Coomassie® Blue R      Serva, Heidelberg 

Dithiothreitol (DTT)      Sigma-Aldrich, München 

Enhanced Chemiluminescence-Reagentien (ECL)  Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

Essigsäure       Merck-Millipore, Darmstadt 

Ethanol       Merck-Millipore, Darmstadt 

Ethidiumbromid      Sigma-Aldrich, München 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)    Sigma-Aldrich, München 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- N,N,N′,N′- 

tetraessigsäure (EGTA)     Sigma-Aldrich, München 

GDH Activity Assay Kit     Sigma-Aldrich, München 

Glutaryl-CoA Lithiumsalz     Sigma-Aldrich, München 

Glycin        Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid  (KCl)      Roth, Karlsruhe 

KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit   Peqlab, Erlangen 

Luminol       Roth, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid (MgCl2)     Sigma-Aldrich, München 

Methanol       Merck-Millipore, Darmstadt 

Milchpulver       Roth, Karlsruhe 
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N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-ethansulfonsäure 

(HEPES)       Roth, Karlsruhe  

NAD+                 Sigma-Aldrich, München 

Natriumchlorid (NaCl)     Roth, Karlsruhe 

Nonidet P40 (NP40)      Roche, Mannheim 

p-Cumarinsäure      Sigma-Aldrich, München 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)   Serva, Heidelberg 

Phosphate-buffered saline (PBS)    Life Technologies, Darmstadt 

Protein G Sepharose 4 Fast Flow     GE Healthcare, Freiburg 

Proteininhibitorgemisch     Sigma-Aldrich, München 

Protran® Nitrocellulosemembran     Whatman, Dassel 

Rekombinantes humanes SIRT5     Merck-Millipore, Darmstadt 

Saccharose       Roth, Karlsruhe  

Salzsäure (HCl)      Merck-Millipore, Darmstadt 

Sodiumdodecylsulfat (SDS)     Sigma-Aldrich, München 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)   Sigma-Aldrich, München 

Tween 20       Sigma-Aldrich, München 

Whatman-Papiere      Roth, Karlsruhe 

Zeba Spin Desalting Columns and Plates, 7K MWCO Thermo Scientific, St. Leon-Rot 

3.2 Mausmodell der GA1 

Die für die Versuche verwendeten GAexp-Tiere der F1-Generation stammen aus der 

Kreuzung heterozygoter Tiere der Mauslinien GAC57Bl6 und GASJ129 (Prof. D. M. 

Koeller, Portland, USA; „Hybrid vigour“-Kreuzungsverfahren, Koeller et al. 2002). Die 

Genotypen wurden mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) überprüft und bestätigt. 

Untergebracht waren die Mäuse in der Forschungstierhaltung des Universitätsklinikum mit 

einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus und Wasser und Futter ad libitum.  

Die Genehmigungen der Behörde für Arbeit, Gesundheit und Soziales der Freien und 

Hansestadt Hamburg für die Tierhaltung und die Tötung der Tiere zum Zwecke der 

Organentnahme gemäß § 6 Abs. 1 Satz 2 Nr. 4 TierSchG vom 26.09.2001 (AZ G21132/591-

00.33) sowie zur Durchführung der in diesem Antrag beschriebenen Tierversuche 

(Genehmigung vom 2.6.2005, AZ 26/05) und Ergänzungsgenehmigung vom 01.06.2006 und 

30.06.2008 zur Haltung der Tiere in metabolischen Käfigen liegen vor. 
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Die Durchführung der Normaldiät bzw. Hochproteindiät zur Induktion einer 

enzephalopathischen Krise erfolgte wie vorbeschrieben (Thies et al. 2013). Für die 

vorliegende Studie wurden eingefrorene Organ- und Gewebeproben aus früheren Versuchen 

verwendet. 

3.3 Genotypisierung von Wildtyp- und Gcdh-KO-Mäusen 

Die Isolierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien der Mäuse sowie deren 

Genotypisierung erfolgte mit dem „KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit“ nach 

Herstellerangaben. Analysiert wurden die Längen der amplifizierten PCR-Produkte nach 

elektrophoretischer Auftrennung in 1,5%-igen Agarosegelen. Als Vergleich dienten DNA-

Längenstandards von Wildtyp (WT)- bzw. Gcdh-KO-Mäusen. 

3.4 Antikörper 

Zur Westerblot (WB)-Analyse verwendete primäre und sekundäre Antikörper. 

3.4.1 Primärantikörper 

Primärantikörper Spezies Verdünnung Hersteller 

DLST Maus WB 1:500 Sigma-Aldrich, München 

ETFB Kaninchen WB 1:1000 Abcam, Cambridge, UK 

GCDH Kaninchen WB 1:5000 Dr. M. Woontner, Denver, USA 

GDH Kaninchen WB 1:1000 Abcam, Cambridge, UK 

Kglu Kaninchen WB 1:1000 Schmiesing et al. 2018 

MnSOD Kaninchen WB 1:500 Merck Millipore, Darmstadt 

Mup Kaninchen WB 1:200 Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

Sirt5 Kaninchen WB 1:1000 Abcam, Cambridge, UK 

α-Tubulin Maus WB 1:1000 Sigma-Aldrich, München 

3.4.2 Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Verdünnung Hersteller 

Ziege α Kaninchen IgG HRP WB 1:5000 Dianova, Hamburg 

Ziege α Maus WB 1:2000 Dianova, Hamburg 
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3.5 Westernblot-Analyse 

Anhand des Westernblot-Verfahrens wurden gelöste Proteine zur Immundetektion mittels 

SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. 

Nach Blockierung freier Proteinbindungsstellen auf der Nitocellulosemembran mit 

Milchproteinextrakten oder in Puffer gelöstem Rinderserumalbumin folgte die Inkubation 

mit dem passenden Primärantikörper und danach mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten 

Sekundärantikörper. Sichtbar gemacht wurden die gebundenen Antikörper durch eine 

Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Reaktion (Schmiesing et al. 2018). 

3.6 Urin- und Serumproben und Präparation von Mitochondrien 

Urin- und Serumproben von WT- und Gcdh-KO Mäusen unterschiedlichen Alters wurden 

unmittelbar nach Präparation tiefgefroren und bei -80° C bis zur Verwendung gelagert.  

Zur Gewinnung von mitochondrialen Fraktionen wurden Leber- und Hirngewebe mit 

4 Hüben und Nieren- und Milzgewebe mit 8 Hüben in einem rotierenden Teflon-Potter-

Elvehjem-Homogenator bei 1600 rpm in Homogenisierungspuffer (10 mM Tris–MOPS 

[pH 7,4], 1 mM EGTA/Tris, 200 mM Saccharose) und Proteaseinhibitoren homogenisiert. 

Die Mitochondrienfraktionen wurden wie vorher beschrieben (Frezza et al. 2007) präpariert 

und für Westernblot-Analysen verwendet. 

3.7 Immunopräzipitation von Kglu-Peptiden 

Die Immunopräzipitation von Kglu-Peptiden wurde mit kleinen Abänderungen 

entsprechend Chen et al. (2003) durchgeführt. Anstelle von kultiviertem Zellmaterial wurde 

mit Hirn- und Lebergewebe von Mäusen gearbeitet. Die genaue Durchführungsweise ist in 

Schmiesing et al. (2018) beschrieben.  

3.8 Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-

MS) und massenspektrometrische Datenanalyse 

Die Generierung der glutarylierten Peptide aus Mausleber und –hirn, deren Trennung an 

C18-Säulen mittels nano-HPLC und die anschließende Analyse mittels einem LTQ-

Orbitrap-Velos-Massenspektrometer wurde in Kooperation mit Frau Dr. Melanie Thelen 
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und Herrn Dr. Marc Sylvester (Biochemisches Institut der Universität Bonn) durchgeführt 

und ausgewertet.  

3.9 In vitro Glutarylierung von GDH 

Für die in vitro Glutarylierung wurde aufgereinigte GDH aus Rinderleber in einer 

Konzentration von 1 mg/ml im Glutarylierungpuffer (50 mM HEPES [pH 8,0], 150 mM 

NaCl und Proteaseinhibitoren) gelöst und unter Zusatz von 5 mM Glutaryl-CoA für 4 

Stunden bei 400 rpm und 37°C inkubiert. Um die Entstehung eines Kondensats zu 

minimieren, wurden die Proben einmal stündlich kurz anzentrifugiert. 

3.10 In vitro Deglutarylierung von GDH durch SIRT5 

In vitro glutarylierte GDH wurde mittels Amicon-Ultrafiltrationsfiltern Ultracel-10 

konzentriert und in einem SIRT5-Assaypuffer (50 mM Tris-HCl [pH 8,0], 1 mM MgCl2, 

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl und 1 mM NAD+) aufgenommen. Der Deglutarylierungansatz 

enthielt 3 µg glutarylierte GDH und 10 µg SIRT5 in einem Endvolumen von 50 µL und 

wurde für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hinzufügen von 

Solubilisierungspuffer und Inkubation bei 95°C für 5 min beendet. 

3.11 GCDH-Protein-Interaktionen 

Proteininteraktionen wurden mit GCDH-His6-Chelat-Sepharose durch Pull-Down-Ansätze 

wie bei Schmiesing et al. (2018) durchgeführt. Die Protein-GCDH-Komplexe wurden durch 

SDS-PAGE getrennt und im Westernblot nachgewiesen. 

3.12 GDH-Aktivitätsassay 

Messungen der Enzymaktivität wurden mit Hilfe des GDH-Assay-Kits nach Hersteller-

angaben vorgenommen. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Gewebe- und altersabhängige Proteinglutarylierung in Gcdh-KO-

Mäusen  

Vor kurzem wurden in Leberextrakten von Gcdh-KO-Mäusen viele glutarylierte mito-

chondriale Proteine nachgewiesen (Tan et al. 2014). Die Leber ist das Organ mit der 

höchsten GCDH-Expression und somit auf das Gewebe bezogen der höchsten GCDH-

Aktivität (Goodman und Frerman 2001). Folglich hat eine GCDH-Defizienz hier große 

Auswirkungen auf akkumulierende Glutaryl-CoA-Konzentrationen. Da es im Rahmen 

akuter enzephalopathischer Krisen bei GA1-Patienten vor allem zum Untergang von 

Neuronen im Striatum kommt und im chronischen Verlauf der Erkrankungen auch 

pathologische Veränderungen der Niere beschrieben sind (Keyser et al. 2008, Kölker et al. 

2015, Thies et al. 2013, Zinnanti et al. 2006), wurden Mitochondrienextrakte der 

verschiedenen Organe (Leber, Hirn und Niere) im Hinblick auf spezifische 

Glutarylierungsmuster untersucht. 

Abbildung 4.1 zeigt das Glutarylierungsmuster von Leber, Hirn, Niere und Milz von 

6 Wochen alten Mäusen. Es lassen sich deutliche Unterschiede zwischen Wildtyp (WT)- und 

Gcdh-KO-Extrakten erkennen. In Anwesenheit von GCDH, wie es bei WT-Mäusen der Fall 

ist, sind keine Proteinglutarylierungen nachweisbar. In der Milz von Gcdh-KO-Mäusen 

waren ebenfalls keine glutarylierten Proteine detektierbar. Dagegen sind in Leber und Niere 

von Gcdh-KO-Mäusen ähnlich hohe Spiegel an glutarylierten Proteinen mit geringen 

gewebespezifischen Unterschieden nachweisbar. In mitochondrialen Extrakten aus Hirn von 

Gcdh-KO-Mäusen sind nur wenige glutarylierte Proteine darstellbar. Bei längerer 

Belichtung offenbaren sich im Hirn aber deutlich zwei Polypeptidbanden von 55 und 

27 kDa. In Leber und Niere finden sich zusätzliche stark immunreaktive Kglu-Banden 

zwischen 40 und 50 kDa. 
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Abb. 4.1: Organspezifische Glutarylierungsmuster in Mitochondrienextrakten aus Leber, 

Hirn, Niere und Milz von WT- und Gcdh-KO-Mäusen. Die Expression von Gcdh und der 

mitochondrialen Mangan-abhängigen Superoxiddismutase (MnSOD) dienten als Kontrollen.  

GA und 3OHGA weisen bei Gcdh-KO-Mäusen während metabolischer Krisen auch in den 

Körperflüssigkeiten eine erhöhte Konzentration auf (Zinnanti et al. 2006). Um zu 

untersuchen, ob glutarylierte Proteine sezerniert werden können, folgten Westernblot-

Analysen von Urin und Serum. Abbildung 4.2 zeigt, dass weder im Urin noch im Serum von 

Gcdh-KO-Mäusen glutarylierte Proteine nachweisbar waren. 

Aufgrund des Zeitfensters, in dem bei Kindern katabole Zustände zu enzephalopathischen 

Krisen führen, wurde der Frage nachgegangen, ob Gcdh-KO-Mäuse altersabhängige 

Unterschiede im Ausmaß der Glutarylierungsintensität oder des -musters aufzeigen. Bereits 

3 Wochen alte Mäuse weisen in Mitochondrienextrakten von Hirn, Leber und Nieren eine 

deutliche Proteinglutarylierung auf. Während das Muster ähnlich bleibt, nimmt die Intensität 

zwischen 6 Monate bis 1 Jahr alten Mäusen in Leber und Nieren zu (Abb. 4.3 B/C). 
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Abb. 4.2: Abwesenheit von Proteinglutarylierung im Urin oder Serum von Gcdh-KO-Mäusen. 

A) Kglu-spezifischer Westernblot entsalzter Urinproben von WT- und Gcdh-KO-Mäusen in 

Abhängigkeit der eingesetzten Kreatinin-Konzentrationen. Hepatischer Mitochondrienextrakt 

einer Gcdh-KO-Maus (25 µg Protein) sowie der Nachweis des Major urinary proteins (Mup) 

dienten als Kontrollen.  

B) Kglu-Westernblot-Analyse von je zwei WT- und Gcdh-KO-Mausseren. 

Im Hirngewebe ist die Zunahme der Signalstärke am ehesten auf Beladungsunterschiede des 

Gels zurückzuführen, wie die Unterschiede in der Menge der MnSOD-Bande vermuten 

lassen (Abb. 4.3 A). 
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Abb. 4.3: Altersabhängige Glutarylierung mitochondrialer Proteine aus Hirn (A), Leber (B) 

und Nieren (C) von Gcdh-KO-Mäusen. Gcdh- und MnSOD-Expression dienten als Kontrollen. 

4.2 Einfluss Hochproteindiät-induzierter enzephalopathischer Krisen 

auf die Proteinglutarylierung bei Gcdh-KO-Mäusen 

Durch Applikation einer Hochproteindiät (HPD) lässt sich bei jungen Gcdh-KO-Mäusen 

innerhalb eines definierten Zeitfensters eine metabolische Krise induzieren. Dabei zeigen 

sich neben der schrittweisen 4-tägigen klinischen Verschlechterung auch Veränderungen 

verschiedener biochemischer, metabolischer und morphologischer Parameter (Keyser et al. 

2008, Thies et al. 2013, Zinnanti et al. 2006). Um die Auswirkungen der induzierten Krise 

auf die Proteinglutarylierung zu untersuchen, wurde das Glutarylierungsmuster von 

Mitochondrienextrakten aus Hirn, Leber und Niere von 6 Wochen alten WT- und Gcdh-KO-

Mäusen nach 4-tägiger Normaldiät (ND) und HPD im Westernblot untersucht (Abb. 4.4).  
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Abb. 4.4: Eine bei Gcdh-KO-Mäusen durch Hochproteindiät induzierte metabolische Krise hat 

keinen Einfluss auf die Proteinglutarylierung im Hirn (A+B), in der Leber (C+D) oder der 

Niere (E+F) im Vergleich zur Situation ohne metabolische Krise unter Normaldiät (ND). 

A/C/E)  Kglu-Westernblot-Analyse mitochondrialer Hirn-, Leber- und Nierenextrakte von 6 

Wochen alten WT- und Gcdh-KO-Mäusen. Die Tiere wurden entweder für 4 Tage mit ND 

oder HPD gefüttert. Gcdh- und MnSOD-Expression dienten als Kontrollen. 

B/D/F) Sirt5-Immunoblot von Mitochondrienextrakten (A/C/E) aus WT- und Gcdh-KO-Mäusen. 

Gcdh- und α-Tubulin-Expression dienten als Kontrollen. 
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Wie erwartet waren bei WT-Mäusen in keinem der Organe glutarylierte Proteine 

nachweisbar. In den Organen der Gcdh-KO-Mäuse ließen sich unter den Bedingungen der 

HPD-induzierten metabolischen Krise weder Veränderungen im Muster noch der Intensität 

der glutarylierten Proteine im Vergleich zu mit ND-behandelten Gcdh-KO-Mäusen 

feststellen.  

Um auszuschließen, dass eine erhöhte Sirt5-Expression und damit eine Erhöhung der 

Aktivität unter HPD potentielle Veränderungen in der Intensität der Proteinglutarylierung in 

Gcdh-KO-Mäusen kompensiert, wurde die SIRT5-Konzentration in den Gewebeextrakten 

mittels Westernblot analysiert. Es zeigten sich keine Hinweise für eine Gegenregulation zur 

Proteinglutarylierung durch eine erhöhte Sirt5-Expression (Abb. 4.4 B/D/F). 

4.3 Proteomanalyse von Lysin-Glutarylierungs-Substraten in Hirn und 

Leber von Gcdh-defizienten Mäusen 

Zur Identifizierung der Zielproteine für die Glutarylierung hat Frau Dr. Jessica Schmiesing 

(Klinik und Poliklinik für Kinder- und Jugendmedizin der Universität Hamburg, Sektion 

Biochemie) in Kooperation mit Frau Dr. Melanie Thelen und Herrn Dr. Marc Sylvester 

(Biochemisches Institut der Universität Bonn) eine Kglu-Proteomanalyse durchgeführt. 

Hierzu wurden Fraktionen aus Hirn und Leber 6 Wochen alter Gcdh-KO-Mäuse verwendet. 

Die Ultraschall-behandelten und Detergenz-haltigen Homogenate wurden tryptisch verdaut 

und glutarylierte Peptide mit Hilfe von Antikörpern gegen Glutarylreste immunopräzipitiert 

(α-Kglu-IP). Anschließend erfolgte eine Analyse durch Massenspektrometrie (MS). Es 

wurden 73 Kglu-Bindungsstellen an 37 mitochondrialen Proteinen im Hirn und 425 Kglu-

Bindungsstellen an 154 mitochondrialen Proteinen in der Leber (Abb. 4.5 A) identifiziert. 

Die mitochondriale Lokalisation glutarylierter Proteine stimmt mit den Daten der 

Immunogold-Elekronenmikroskopie überein (Dr. Michaela Schweizer, Zentrum für 

Molekulare Neurobiologie Hamburg; Schmiesing et al. 2018).  
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Abb. 4.5: Kglu-Substrat-Proteomanalyse in WT- und Gcdh-KO-Maushirn und -leber. 

A) Experimentelle Herangehensweise zur Identifizierung glutarylierter Peptide: Auf die 

Homogenisierung von murinem Hirn- und Lebergewebe erfolgte der tryptische Verdau zu 

Peptid-Fragmenten, aus denen glutarylierte Peptide spezifisch immunoisoliert und mittels MS 

analysiert wurden. 

B) Im Venn-Diagramm ist die Anzahl der glutarylierten Proteine dargestellt, die nur im Hirn- (5) 

oder nur im Lebergewebe (122) oder in beiden Geweben (32) von Gcdh-KO-Mäusen identifiziert 

wurden. 

C) Verteilung der jeweiligen Anzahl von Kglu-Bindungsstellungen (BS) pro identifiziertem 

glutaryliertem Protein im Gcdh-KO-Maushirn. 

Etwa ein Viertel der Proteine wurde sowohl im Hirn als auch in der Leber glutaryliert 

vorgefunden (Abb. 4.5 B). Rund 80 % der Proteine im Hirn wiesen nur eine oder zwei, 14% 

(5 Proteine) mehr als drei potentielle Kglu-Bindungsstellen auf (Abb. 4.5 C). Unter Letztere 

fallen die Glutamat-Dehydrogenase 1 (Gdh, 11 Stellen), Aconitase (Aco2, 6 Bindungs-

stellen) und Citrat-Synthase (Cs, 4 Stellen). Weitere 5 Proteine wurden ausschließlich im 

Hirn und nicht in der Leber glutaryliert: 3-Ketosäure-CoA-Transferase (Scot-s, wird in der 

adulten Mausleber allerdings auch nicht exprimiert), Carboanhydrase 5B (Ca5b), Isocitrat-

Dehydrogenase Gamma 1 (Icdh subunit 𝛼), NAD Kinase 2 (Nadk2) und Presequence 

Protease (Pitrm1) (Anhang Tab. 8.1). 

Im Lebergewebe der Gcdh-KO-Mäuse besaßen zwei Drittel der Proteine nur eine oder zwei 

Kglu-Bindungsstellen, wohingegen folgende 4 Proteine ausgesprochen stark glutaryliert 

waren: Carbamyl-Phosphat-Synthetase 1 (Cps1, 36 Stellen), 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase 

(Acaa2, 14 Stellen), Glutamat-Dehydrogenase (Gdh, 14 Stellen) und Aspartat-

Aminotransferase (Got2, 12 Stellen). Im Hirn wurden Acaa2 und Got2 an jeweils einer Stelle 
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modifiziert, Cps1 überhaupt nicht. 122 der in der Leber identifizierten Proteine konnten im 

Hirn nicht als glutaryliert nachgewiesen werden (Abb. 4.5 B, Anhang Tab. 8.1).  

Aus dieser Analyse hat sich das Thema für die vorliegende Promotionsarbeit ergeben. Ziel 

ist die Beantwortung der Frage, welche Auswirkungen die Glutarylierung, am Beispiel der 

an 11 verschiedenen Lysinresten modifizierten GDH, im Hirngewebe auf die Enzymaktivität 

und die Interaktion mit anderen mitochondrialen Proteinen hat und ob sich daraus ein 

Pathomechanismus für die GA1 ableiten lässt.  

GDH, ein in den Mitochondrien vorkommendes Enzym, katalysiert die reversible oxidative 

Desaminierung von Glutamat zu α-Ketoglutarat, wobei NADH und Ammonium-Ionen 

entstehen. Damit ist GDH für den Stickstoff- und Glutamatmetabolismus von zentraler 

Bedeutung. Über die Bereitstellung von α-Ketoglutarat, das im TCA-Zyklus der ATP-

Bildung dient, trägt sie zur Aufrechterhaltung der Energiehomöostase bei. Da Neuronen auf 

den anaplerotischen Transfer von TCA-Zyklus-Intermediaten aus Gliazellen angewiesen 

sind (Jitrapakdee et al. 2006), fällt der GDH im Gehirn eine wichtige Rolle zu. Nicht nur für 

den Energiemetabolismus, auch für den Neurotransmitterstoffwechsel ist sie hier bedeutsam. 

Neuronen benötigen α-Ketoglutarat, um daraus mittels GDH den exzitatorischen 

Neurotransmitter Glutamat und daraus wiederum den inhibitorischen Transmitter 

-Aminobuttersäure (GABA) zu synthetisieren. Außerdem ist die Aufnahme von Glutamat 

aus dem synaptischen Spalt in Astrozyten, wo ein Großteil wieder oxidativ desaminiert wird 

und in den TCA-Zyklus eintritt, während einer exzitatorischen Erregungsweiterleitung 

entscheidend, um Exzitotoxizität zu vermeiden (Schousboe et al. 2014).  

4.4 Zeit- und Glutaryl-CoA-abhängige in vitro Glutarylierung von GDH 

Durch die nicht-enzymatische in vitro Glutarylierung von aufgereinigter GDH aus 

Rinderleber unter standardisierten Bedingungen standen größere Mengen dieses Enzyms für 

die nachfolgenden Untersuchungen zur Verfügung. Hierzu wurde GDH zunächst mit 5 mM 

Glutaryl-CoA (glu-CoA) für 4 Stunden inkubiert. Überraschenderweise ließen die Arbeiten 

von Frau Dr. Makrypidi (Klinik und Poliklinik für Kinder- und Jugendmedizin der 

Universität Hamburg, Sektion Biochemie) zur isoelektrischen Fokussierung und 2D-SDS-

Elekrophorese sowie die anschließende Kglu-Westernblot-Analyse als Teil des 

gemeinschaftliches Gesamtprojektes vermuten, dass GDH in einer niedrigen Stöchiometrie 
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modifiziert wurde, d. h. die meisten GDH-Moleküle sind nur an einem, aber jeweils 

verschiedenen Lysinresten glutaryliert.  

Diese Annahme konnte durch detailliertere in vitro Versuche zur Zeit- und Glutaryl-CoA-

Konzentrations-Abhängigkeit und nachfolgender massenspektrometrischer Analysen 

bestätigt werden (Abb. 4.6).  

 

Abb. 4.6: Zeit- und Glutaryl-CoA-abhängiger Anstieg der GDH-Glutarylierung in vitro. 
A) Kglu-spezifischer Westernblot von in vitro glutarylierter boviner GDH in Abhängigkeit von 

Inkubationszeit und Glutaryl-CoA-Konzentration. Aliquots derselben Proben wurden für die 

MS-Analyse (B) verwendet. 

B) MS-Analyse in vitro glutarylierter GDH in Abhängigkeit von der Inkubationszeit. Aufgetragen 

wurden die addierten Peakbereiche aller durch Ionenchromatographie isolierten Glutaryl-Peptide 

einer Probe. 

C) MS-Analyse in vitro glutarylierter GDH (Abb. 4.6 A) in Abhängigkeit von der Glutaryl-CoA-

Konzentration. Aufgetragen wurden die addierten Peakbereiche aller glutarylierten Peptide einer 

Probe. 
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Der unterschiedliche Anteil an glutarylierter GDH wurde nun in Relation zur GDH-

Enzymaktivität gesetzt. Kglu-spezifische Westernblots zeigten, dass der Glutarylierungs-

grad von GDH in vitro sowohl mit steigender Glutaryl-CoA-Konzentration (Abb. 4.6 A/C) 

als auch längerer Inkubationszeit (Abb. 4.6 A/B) ansteigt. 

Dieses Ergebnis bestätigten die Befunde der massenspektrometrischen Analyse der Proben. 

Hierfür wurden die Proben massenspektrometrisch untersucht und die Peakbereiche aller 

glutarylierten Peptide einer Probe, die durch Ionenchromatographie aufgereinigt worden 

waren, addiert und aufgetragen (Abb. 4.6 B/C).  

In vitro konnten 17 glutarylierte Lysinreste identifiziert werden, von denen 7 auch in vivo 

modifiziert wurden (Anhang Abb. 8.1). Fast alle diese Reste wurden in vitro unabhängig von 

Inkubationszeit oder Glutaryl-CoA-Konzentration modifiziert. Dies lässt darauf schließen, 

dass bei steigender Konzentration bzw. verlängerter Inkubationszeit nicht mehr Lysinreste, 

sondern mehr Moleküle glutaryliert werden.  

Anschließend wurde die Enzymaktivität der GDH gemessen. Bei der Umsetzung von 

Glutamat zu α-Ketoglutarat durch GDH kommt es zur stöchiometrischen NADH-Frei-

setzung, die photometrisch nach Angaben des Herstellers gemessen und über eine NADH-

Standardkurve (Abb. 4.7) quantifiziert wurde. 

 

 

Abb. 4.7: GDH-Enzymaktivitätsmessung: NADH-Standardkurve. 
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Die Inkubationszeit variierte zwischen 3 min und der Zeit bis zum Erreichen des 10 nmol-

NADH-Standardwertes. 

Zur funktionellen Charakterisierung des Einflusses der Glutarylierung auf die GDH-

Aktivität wurde GDH aus Rinderleber in vitro mit ansteigenden Glutaryl-CoA-

Konzentrationen für 4 Stunden inkubiert. Abbildung 4.8 A zeigt, dass mit ansteigender 

Glutaryl-CoA-Konzentration die Kglu-Immunoreaktivität ansteigt und umgekehrt 

proportional die GDH-Aktivität auf 60% der nicht-modifizierten GDH sinkt. Die 

glutarylierungsabhängige Inhibition der GDH-Aktivität ist durch nachfolgende Inkubation 

mit aktiviertem SIRT5 partiell umkehrbar (Abb. 4.8 B). 

 

Abb. 4.8: Der in vitro Glutarylierungsgrad inhibiert die GDH-Aktivität. 

A) Relative Enzymaktivität von aufgereinigter boviner GDH nach 4-stündiger Inkubation ohne oder 

mit 1, 2 und 4 mM Glutaryl-CoA. Der Glutarylierungsgrad wurde durch Anti-Kglu-Westernblot 

bestimmt und zur Enzymaktivität nicht-glutarylierter GDH in Relation gesetzt.  

B) Relative Aktivität von GDH ohne (-) oder nach (+) in vitro Glutarylierung oder mit 

anschließender Inkubation mit aktiviertem SIRT5. Die Proteinglutarylierung wurde mittels 

Kglu-Westernblot nachgewiesen und auf die Coomassie-Brillant-Blau anfärbbare GDH-Bande 

quantifiziert. 

4.5 Effekt der Glutarylierung auf Proteininteraktionen 

Als weiterer wichtiger funktioneller Aspekt wurde untersucht, ob und inwieweit die 

Glutarylierung die Interaktionen der GDH mit anderen Proteinen beeinflusst. Es wurde 

bereits gezeigt, dass GDH, das Elektronen-Transfer Flavoprotein Untereinheit B (ETFB) 

und die Dihydrolipoamid-S-Succinyltransferase (DLST) direkt mit GCDH interagieren 

(Schmiesing et al. 2014). Um den Einfluss der Glutarylierung auf die GDH-GCDH-

https://www.dict.cc/deutsch-englisch/Aktivit%C3%A4t.html
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Interaktion zu untersuchen, wurde aufgereinigte GCDH an Affi-Gel-Beads gekoppelt und 

eine anschließende Affinitätschromatographie mit in vitro glutarylierter (+) bzw. nicht 

glutarylierter (-) GDH durchgeführt. Die an GCDH gebundene GDH (gebundene Fraktion, 

B) wurde abgelöst, durch Westernblot detektiert und in Bezug zur Ausgangsmenge (Input, 

In) gesetzt. Das Ergebnis zeigte, dass glutarylierte GDH kaum mit GCDH in Interaktion tritt 

(Abb. 4.9). 

 

Abb. 4.9: Die GDH-Glutarylierung verhindert die Interaktion mit GCDH.  
Oben: Aufgereinigte humane GCDH wurde kovalent an eine Affi-Gel-10-Matrix gebunden und mit 

nicht-glutarylierter (-) oder in vitro glutarylierter (+) GDH inkubiert. Aliquots des Inputs (In) 

und der gebundenen Fraktion (B) wurden durch GDH- und GCDH-Westernblot analysiert.  

Unten: Darstellung der in vitro-GDH-Glutarylierung mittels GDH- und Kglu-Westernblot, bezogen 

auf Coomassie-Brillant-Blau angefärbte GDH. 

Als Kontrollen wurden analog zur GDH die Interaktion von GCDH mit aufgereinigtem und 

in vitro glutarylierten ETFB und DLST untersucht. Während die Glutarylierung von ETFB 

ebenfalls die Bindung an GCDH komplett verhinderte (Abb. 4.10 A), blieb die relativ 

schwache GCDH-Interaktion mit Glutaryl-DLST unbeeinträchtigt (Abb. 4.10 B). 



Ergebnisse   

29 

 

 

Abb. 4.10: Auswirkungen der Glutarylierung von ETFB und DLST auf die Interaktion mit 

GCDH. 

A) In vitro glutaryliertes ETFB (+ glu-CoA) bindet nicht an GCDH. In, Input; B, gebundene 

Fraktion. Darunter: ETFB- und Kglu-Westernblot und Coomassie-Brillant-Blau-Färbung. 

B) Die Bindung von in vitro glutarylierter DLST (+ glu-CoA) an GCDH ist im Vergleich zur 

unglutarylierten DLST unverändert. Darunter: DLST- und Kglu-Westerblot und Coomassie-

Brillant-Blau-Färbung. 

Zusammenfassend zeigen die hier dargestellten Experimente, dass GDH an multiplen 

Lysinresten glutaryliert werden kann, jedoch in geringer Stöchiometrie. Die in vitro 

Glutarylierung hemmt partiell die enzymatische Aktivität der GDH, was durch Inkubation 

mit Sirtuin 5 umkehrbar ist. Die Glutarylierung der GDH hemmt jedoch die Interaktion mit 

GCDH und weist auf eine neue Ebene der Feinregulation der mitochondrialen Homöostase 

des Aminosäureabbaus bzw. der Energiegewinnung hin. 
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5. Diskussion 

Die genauen Pathomechanismen bei der GA1 und hier insbesondere die Frage nach den 

Mechanismen, die zum selektiven Untergang striataler Neurone führen, sind bisher nicht 

ausreichend geklärt. Die bisherigen Hypothesen zur Pathogenese der GA1 sind nicht 

zufriedenstellend, weil sie auf Daten basieren, die aus heutiger Sicht unter experimentell 

sehr begrenzten Bedingungen oder unter Verwendung unzureichender Modellsysteme 

erhoben wurden. Außerdem können nur einzelne Symptome oder phänotypische 

Veränderungen erklärt werden. Die Entdeckung der Lysin-Glutarylierung von Proteinen und 

deren verstärktes Auftreten im GA1-Mausmodell eröffnete ein neues Forschungsfeld auf der 

Suche nach Erklärungen für Pathomechanismen der Glutarazidurie Typ 1. 

5.1 Gewebespezifische und Glutaryl-CoA-konzentrationsabhängigie 

Glutarylierung von Proteinen 

Kürzlich berichteten Wagner et al. (2017), dass diverse Acyl-CoA-Spezies – darunter 

Glutaryl-CoA – auf nicht-enzymatische Weise Lysinreste von Proteinen modifizieren 

können. Voraussetzung ist eine genügend hohe Konzentration des Substrats Glutaryl-CoA 

und eine limitierte Zahl von Proteinen, die modifiziert werden können. Letzteres wird durch 

die subzelluläre Kompartimentierung stoffwechselaktiver Organellen gewährleistet. Da 

Glutaryl-CoA transient nur im Aminosäureabbauweg in der Matrix von Mitochondrien 

gebildet wird, sind auch nur glutarylierte mitochondriale Matrixproteine oder integrale 

Proteine der inneren Mitochondrienmembran zu erwarten. Diese Vermutung wurde 

eindeutig durch Immunogold-Elekronenmikroskopie (siehe 5.2 und Schmiesing et al. 2018) 

und die Lysin-Glutaryl-Proteome (Anhang Tab. 8.1) bestätigt. Ob und wie eventuell das 

geladene Dicarboxylat Glutaryl-CoA über die innere Mitochondrienmembran transloziert 

werden kann, ist unbekannt. Da das Ausmaß der nicht-enzymatischen Glutarylierung von 

der Glutaryl-CoA-Konzentration abhängig ist, korreliert die hier in dieser Arbeit 

beschriebene Intensität und die hohe Zahl glutarylierter Proteine in Mitochondrienextrakten 

aus Leber- und Nierengewebe von Gcdh-KO-Mäusen mit der Bedeutung und hohen 

Umsatzrate im Aminosäurestoffwechsel in diesen Organen. Umgekehrt gibt die fehlende 

bzw. geringe Proteinglutarylierung in Milz und Hirn der Gcdh-KO-Mäuse Hinweise auf die 

geringe Bedeutung des Abbaus von Lysin, Tryptophan und Hydroxylysins für die 

Homöostase dieser Organe (Abb. 4.1). Diese Schlussfolgerungen erfordern die 
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massenspektrometrische Bestimmung der absoluten Glutaryl-CoA-Konzentration in 

aufgereinigten Mitochondrienfraktionen aus den vier hier untersuchten Geweben. In der vom 

Sabatini-Labor kürzlich beschriebenen mitochondrialen Metabolom-Analyse (MITO-

bolome) in HeLa-Zellen wurde jedoch darauf hingewiesen, dass die Isolierung der 

Mitochondrien innerhalb von 3,5 min und in Abwesenheit hoher Saccharose-Lösungen 

erfolgen muss, wie sie üblicherweise für die Mitochondrienpräparation verwendet werden, 

da es sonst zu signifikanten Veränderungen der Metabolit-Konzentrationen kommt (Chen et 

al. 2016). 

Die durch Hochproteindiät (HPD) induzierte Krise bei Gcdh-KO-Mäusen ist mit einer 

Erhöhung der GA und 3OHGA Konzentrationen im Hirn und Serum verbunden (Keyser et 

al. 2008). Erstaunlicherweise bleiben die Glutarylierungsmuster und -intensitäten in Leber-, 

Hirn- und Nierenextrakten von Gcdh-KO-Mäusen unverändert (Abb.4.4). Vermutlich 

werden selbst unter HPD-induzierten katabolen Bedingungen die mitochondrialen 

Konzentrationen von Glutaryl-CoA in den untersuchten Organen eng reguliert und 

überschüssiges Glutaryl-CoA direkt in GA und 3OHGA umgewandelt.  

Eine weitere Ebene der Regulation von Proteinglutarylierungen unter ND- und HPD-

Bedingungen stellt die Aktivität bzw. Konzentration von SIRT5 dar, das durch 

Deglutarylierung die Intensitäten und die Zahl modifizierter Proteine konstant hält. Danach 

wären unter HPD-Bedingungen höhere Spiegel an SIRT5 zu erwarten gewesen, die 

allerdings durch SIRT5-Westernblots nicht bestätigt wurden (Abb. 4.4). Allerdings können 

allosterische Regulationsmechanismen der SIRT5-Aktivität, z. B. durch veränderte NAD-

Konzentrationen unter HPD, nicht ausgeschlossen werden. 

Auch im Serum sind bei GA1 Patienten erhöhte Konzentrationen von GA und 3OHGA und 

ihrer Carnitin-Derivate nachweisbar, die mit einer vermehrten Ausscheidung über den Urin 

assoziiert sind. Die Elimination der toxischen Metaboliten wird durch den Na+-abhängigen 

Dicarboxylat-Cotransporter Typ 3 (NaC3) und Organische-Anionen-Transporter 1 und 4 

(OAT1/OAT4) erleichtert (Hagos et al. 2008, Stellmer et al. 2007). Da physiologischer 

Weise weniger als 150 mg Protein in 24 Stunden über den Urin ausgeschieden werden 

(hierunter größtenteils Albumin und Antikörper-Leichtketten), verwundert es nicht, dass 

keine glutarylierten Proteine im Urin von Gcdh-KO-Mäusen nachgewiesen wurden. Auch 

im Serum konnten keine glutarylierten Proteine nachgewiesen werden (Abb. 4.2). Diese 

Daten zeigen, dass glutarylierte Proteine, selbst wenn sie aus den Mitochondrien in das 
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Zytoplasma transloziert werden, nicht die Plasmamembran überwinden bzw. sezerniert 

werden können. 

5.2 Cerebrale Lysin-Glutarylierung erfolgt ausschließlich in Gliazellen  

Die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse werfen ein neues Licht auf die Pathogenese der 

GA1. Insgesamt wurden 37 glutarylierte Proteine im Hirn von Gcdh-KO-Mäusen 

identifiziert. Die Mehrheit dieser Enzyme ist am Abbau der Aminosäuren Valin, Leucin, 

Lysin und Tryptophan sowie der Kohlenstoff-Assimilation beteiligt. Außerdem weist jedes 

Enzym des TCA-Zyklus - zumindest in der Leber - wenigstens einen glutarylierten Lysinrest 

auf (Anhang Tab.8.1). Das Enzym mit den meisten glutarylierten Lysinresten im Hirn ist die 

55 kDa Glutamat-Dehydrogenase (GDH; Anhang Tab. 8.1).  

GDH katalysiert die reversible oxidative Desaminierung von Glutamat zu α-Ketoglutarat, 

hierbei entstehen NADH und Ammonium-Ionen. Neben ihrer zentralen Bedeutung für den 

Stickstoffmetabolismus und der Aufrechterhaltung der Energiehomöostase, besonders in der 

Leber, spielt GDH eine wichtige Rolle im Glutamatstoffwechsel im Gehirn. Einerseits bei 

der Vermeidung von Exzitotoxizität und andererseits bei der Bereitstellung der 

Neurotransmitter Glutamat und GABA. In den von Frau Dr. Michaela Schweizer (Zentrum 

für Molekulare Neurobiologie Hamburg) durchgeführten Analysen zur Lokalisation 

glutarylierter Proteine im Cerebellum Gcdh-defizienter Mäuse, ließen sich immun-

histochemisch und durch Immunogold-Elektronenmikroskopie glutarylierte Proteine 

ausschließlich in den Mitochondrien nachweisen, aber überraschenderweise weder in den 

Perikarya oder Axonterminalen der Neurone, sondern ausnahmslos nur in den 

Mitochondrien von Gliazellen (Abb. 5.1).  

Dieses Ergebnis stimmt mit der vorwiegenden Lokalisation von GDH in Astrozyten und 

Bergmann-Glia-Zellen überein und korreliert zudem mit der Endstrecke der glutamatergen 

Neurotransmission und Expression der Glutamat-Transporter GLT1 und GLAST (Regan et 

al. 2007). Diese beiden Transporter sind für die (Wieder-) Aufnahme des in den synaptischen 

Spalt freigesetzten Glutamats zuständig, um eine Überaktivierung von Glutamat-Rezeptoren 

zu vermeiden. In den Astrozyten kann Glutamat daraufhin in Glutamin umgewandelt und 

über den Glutamin-Shuttle zu Neuronen transportiert werden, wo es als Grundbaustein für 

die erneute Synthese von Glutamat zur Verfügung steht, oder es wird oxidativ zu α-
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Ketoglutarat desaminiert und in den TCA-Zyklus eingeschleust bzw. dient der 

anaplerotischen Substituierung von benachbarten Neuronen. 

 

Abb. 5.1: Lokalisation glutarylierter Proteine in Mitochondrien von Gliazellen. 

Anti-Kglu-Immunogoldfärbung an cerebellären Kryoschnitten von WT- und Gcdh-KO-Mäusen. Der 

synaptische Spalt ist je mit Pfeilen gekennzeichnet. Rot hinterlegt: Dendrit. Blau hinterlegt: 

präsynaptische Endigung. Mitochondrien sind mit M markiert. Skalierungsbalken: 500 nm (linkes 

Bild), 250 nm (rechtes Bild). Aus Schmiesing et al. 2018.  

Die durch die vorliegenden Befunde nachgewiesene reduzierte Enzymaktivität glutarylierter 

GDH wirkt sich möglicherweise vielfältig auf den Gesamtstoffwechsel von Gcdh-KO-

Mäusen aus. Im Hirn könnten erhöhte Glutamatspiegel zur Exzitotoxizität beitragen bzw. 

den Neurotransmitterhaushalt aus dem Gleichgewicht bringen (Plaitakis et al. 2017). Die 

verminderte GDH-Aktivität könnte weiterhin zu einer verminderten Bereitstellung von 

TCA-Zyklus-Intermediaten (-Ketoglutarat, Succinat) führen, die sekundär deren 

anaplerotischen Transfer zu Neuronen und die ATP-Bereitstellung gefährdet (Lamp et al. 

2011). Außerdem könnte die Aktivität der GDH durch weitere PTMs zusätzlich herabgesetzt 

werden, da ebenfalls eine Acetylierung (Rardin et al. 2013) sowie Succinylierung und 

Malonylierung (Du et al. 2011) der GDH beschrieben wurde.  

Es ist jedoch zu bemerken, dass obwohl die Enzymaktivität der in vitro glutarylierten GDH 

stark reduziert war, keine Veränderungen der GDH-Aktivität in mitochondrialen Fraktionen 

aus Gcdh-KO-Hirnen festgestellt wurden (Schmiesing et al., 2018). Das ist höchst 

wahrscheinlich auf die niedrige Stöchiometrie der GDH-Glutarylierung und die geringe Zahl 

von Mitochondrien zurückzuführen (10% aller gliären Mitochondrien; Schmiesing et al. 
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2018), die glutarylierte Proteine enthalten und damit den Nachweis erniedrigter GDH-

Aktivität in Hirnextrakten verhindern. 

5.3 Glutarylierung hemmt Effektor-Bindung und Protein-Protein-

Interaktionen der GDH 

GDH stellt einen homohexameren Komplex dar, der von multiplen allosterischen Effektoren 

in seiner Aktivität reguliert wird. GTP beispielsweise ist ein negativer Effektor, während 

ADP und L-Leucin die GDH-Aktivität positiv beeinflussen (Plaitakis et al. 2017). 

Prof. Dr. Henning Tidow (Institut für Biochemie und Molekularbiologie der Universität 

Hamburg) entwarf ein dreidimensionales, auf Homologien basiertes Maus-Gdh-Modell, das 

einen Einblick in die räumliche Umgebung der glutarylierten Lysinreste in silico erlaubt. 

Das Modell weist sowohl alle in vivo identifizierten als auch in boviner GDH in vitro 

glutarylierten Lysinreste auf (Anhang Abb. 8.1). Die genaue Analyse des Gdh-Hexamer-3D-

Modells deutete darauf hin, dass in vitro/in vivo glutarylierte Lysinreste weniger an den 

Kontaktflächen der einzelnen Gdh-Monomer-Untereinheiten liegen als vielmehr an der 

freiliegenden Oberfläche des Proteins. Das bedeutet, dass die Glutarylierung weder die 

Interaktionen der Monomere noch die Stabilität des Gdh-Proteins signifikant reduziert. Die 

Lysin-Glutarylierungen beeinträchtigen aber v. a. die Bindung der Substrate und 

allosterischen Effektoren an die GDH. Die beteiligten Lysin-Seitenketten der GDH stehen 

größtenteils über Salzbrücken mit den Phosphatgruppen der Substrate und allosterischen 

Effektoren in Verbindung, wobei die negative Ladung des Glutarylrestes möglicherweise 

die Bildung der NH4
+ - PO4

- -Brücken verhindert und dadurch die Interaktionen mit anderen 

Proteinen beeinflusst. So zeigte das 3D-Modell, dass die in vivo glutarylierten Reste K191 

und K352 nahe der NADPH-Bindungsstelle lokalisiert sind (Abb. 5.2 A), K503 und K346 

die GTP-Bindungsstelle umgeben (Abb. 5.2 B) und K545 und K548 Teil der ADP-Effektor-

Bindungsstelle sind (Abb. 5.2 C, Schmiesing et al. 2018). 

Die durchgeführten Versuche und in-silico-Modellierungen legen nahe, dass Lysin-

Glutarylierungen nicht nur die Aktivität von Enzymen durch verminderte Bindung von 

Substraten und allosterischen Effektoren inhibieren, sondern auch durch den Verlust der 

Fähigkeit zur Wechselwirkung mit anderen (regulatorischen) Proteinen. 
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Abb. 5.2: In-silicio-3D-Modell des glutarylierten murinen Gdh-Proteins. 

A) Oberflächendarstellung des murinen Gdh (pdb:3etd) mittels eines Homologiemodells. 

Verschiedene Farben repräsentieren die einzelnen Untereinheiten des Hexamers; die als 

glutaryliert identifizierten Lysinreste sind lila markiert. 

B) Vergrößerte Darstellung der potentiellen Lysinreste als Glutaryl-Bindungsstellen. Gebundenes 

GTP und NADPH sind im Stäbchen-(Gitter-) modell dargestellt, wobei die Farben entsprechende 

Atome darstellen.  

C) Strukturelle Betrachtung der modifizierten Lysinreste 545 und 548 nahe der ADP-

Bindungsstelle. ADP ist als farbkodiertes Stäbchenmodell dargestellt. Aus Schmiesing et al. 

2018. 

So sind sowohl die Interaktionen der glutarylierten GDH als auch des ETFB mit der 

mitochondrialen GCDH stark beeinträchtigt. Das Elektronen-Transfer Flavoprotein (ETF) 

bildet ein aus ETF-α (ETFA) und ETF-β (ETFB) bestehendes Heterodimer. Durch kovalent 

gebundenes FAD dient es als Elektronentransporter für mindesten 9 mitochondriale Matrix-

Flavoprotein-Dehydrogenasen, darunter auch GCDH. ETF nimmt 2 Elektronen auf und 

transportiert diese zur Atmungskette indem es sie an die membrangebundenen ETF-

Ubiquinon-Oxidoreduktase abgibt (Toogood et al. 2007). Die Beeinträchtigung der 

Interaktion der ETF-β-Untereinheit mit GCDH könnte sekundär zu einer zusätzlichen 

Beeinträchtigung der Energiebereitstellung durch mehrstufige Funktionsbeeinflussung eines 

größeren GCDH-Multienzym-Komplexes (Schmiesing et al. 2014) führen. 

In Übereinstimmung mit den vorliegenden Daten und Schlussfolgerungen wurde berichtet, 

dass die GDH selbst auch Teil supramolekularer Strukturen ist. Hierzu gehört die 

Komplexbildung mit Enzymen, die am Abbau verzweigtkettiger Aminosäuren beteiligt sind, 

wie dem α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex, der Aspartat-Aminotransferase oder 

GCDH (Hutson et al. 2011, Schmiesing et al. 2014, Zhang et al. 2006). 

Höchstwahrscheinlich beeinträchtigt die Glutarylierung der GDH auch die Bildung dieser 

„Metabolons“ und somit die metabolische Homöostase.  
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5.4 Spielen Proteinglutarylierungen eine Rolle in der Pathogenese der 

GA1? 

Die Inhibition der katalytischen Aktivität sowie der Verlust der allosterischen Regulation 

der GDH-Aktivität und der Interaktionen mit spezifischen Proteinen durch nicht-

enzymatische Glutarylierung sind besonders relevant für die Kommunikation zwischen 

Neuronen, für den anaplerotischen Austausch von TCA-Zyklus-Intermediaten zwischen 

Gliazellen und Neuronen, und damit für die Energiebereitstellung bzw. Degeneration von 

Neuronen. Somit könnte die Glutarylierung einen neuen Pathomechanismus für die 

Neurodegeneration infolge von katabolen Krisen bei GA1-Patienten darstellen. Neben der 

Reduktion der GDH-Aktivität sind bisher drei weitere Proteine beschrieben worden, deren 

Funktion durch Glutarylierung stark gestört sind: Carbamyl-Phosphat-Synthetase 1, 

Carboanhydrase 5B und Malatdehydrogenase 2 (Schmiesing et al. 2018, Tan et al. 2014, 

Wagner et al. 2017). Die funktionelle Relevanz aller glutarylierten mitochondrialen Proteine 

zusammen mit der Möglichkeit überlappender, inhibitorischer Acylmodifikationen, 

besonders von Aminosäure-abbauenden Enzymen und im TCA-Zyklus (Wagner et al. 2017), 

bei GA1 ist noch spekulativ und benötigt weitere Untersuchungen. Die geringe Zahl von 

Mitochondrien, die in den Astrozyten von Gcdh-KO-Mäusen glutarylierte Proteine 

enthalten, haben zu neuen allgemeinen Erkenntnissen zur Regulation mitochondrialer 

Stoffwechselwege geführt, die auf einer funktionellen Mikroheterogenität basieren 

(Schmiesing et al. 2018). Andererseits lässt sie Proteinglutarylierungen als alleiniges 

pathomechanistisches Prinzip bei GA1 unwahrscheinlich erscheinen. Eher sind es 

kombinatorische Effekte von Proteinglutarylierungen und erhöhte Konzentrationen der 

toxischen Metaboliten GA und 3OHGA, die eine begrenzte Zerstörung von striatalen 

Neuronen während enzephalopathischer Krisen bei GA1-Patienten verursachen könnten.  
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6. Zusammenfassung 

Glutarazidurie Typ 1 (GA1) ist eine autosomal-rezessiv vererbte neurodegenerative Stoff-

wechselerkrankung. Die Defizienz der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GCDH), die am 

Abbau der Aminosäuren Hydroxylysin, Lysin und Tryptophan beteiligt ist, führt zu einer 

Akkumulation der toxischen Metaboliten GA, 3OHGA und Glutaryl-CoA. Glutaryl-CoA ist 

an einer kürzlich neu beschriebenen posttranslationalen Modifikation von Proteinen, der 

Lysin-Glutarylierung, beteiligt. In den ersten Lebensmonaten können katabole 

Stoffwechsellagen bei GA1-Patienten enzephalopathische Krisen auslösen. Hierbei kommt 

es zur Degeneration striataler Neurone, was in einer dyston-dyskinetischen Bewegungs-

störung mit variabler klinischer Ausprägung resultiert. Die zugrundeliegenden Patho-

mechanismen sind noch weitgehend unklar. Ziel dieser Arbeit war es, neben einer 

allgemeinen Analyse glutarylierter Proteine in Leber und Hirn von Gcdh-KO-Mäusen die 

Bedeutung der Glutarylierung für die Glutamat-Dehydrogenase (GDH) im Speziellen zu 

untersuchen und die Rolle der Protein-Glutarylierung für die Pathophysiologie der GA1 zu 

diskutieren. 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Ergebnisse gewonnen: 

1. Es liegt eine gewebespezifische Ausprägung der Glutarylierung von Proteinen vor, die 

mit der GCDH-Expression und der organspezifischen Bedeutung des Lysin-, Tryptophan- 

und Hydroxylysin-Abbaus korreliert. Leber- und Nierengewebe von Gcdh-KO-Mäusen 

weisen deutlich stärkere Glutarylierungsmuster und -intensitäten auf als Hirn. Die 

Induktion einer metabolischen Krise im Tiermodell führt zu keinem weiteren Anstieg des 

Glutarylierungsgrades, was auf einen eng regulierten mitochondrialen Glutaryl-CoA-

Spiegel und eine gesteigerte Generierung von zytotoxischen GA- und 3OHGA-

Metaboliten hinweist. 

2. Mittels massenspektrometrischer Analyse wurden 37 glutarylierte mitochondriale 

Proteine im Hirn und 154 in der Leber von 6 Wochen alten Mäusen identifiziert. Die 

Mehrheit dieser Proteine ist am Abbau der Aminosäuren Valin, Leucin, Lysin und 

Tryptophan, der Kohlenstoff-Assimilation und dem TCA-Zyklus beteiligt.  

3. Die GDH ist mit 11 modifizierten Lysinresten das im Gcdh-KO-Maushirn am stärksten 

glutarylierte Protein. Die Enzymaktivität von in vitro glutarylierter GDH ist signifikant 

um bis zu 95% gegenüber nicht modifizierter GDH reduziert. Homologie-

Modellierungen der Maus-GDH illustrieren, dass die glutarylierten Lysinreste K191 und 
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K352, K503 und K346 bzw. K545 und K548 nahe der allosterischen Effektor-

Bindungsstellen für NADPH, GTP bzw. ADP lokalisiert sind.  

4. Die Glutarylierung der GDH oder des Elektronen-Transfer Flavoproteins B (ETFB) 

inhibiert signifikant die Interaktion mit GCDH.  

5. Die vorliegende Arbeit war Teil einer multidisziplinären Studie, in der auch durch 

Immunogold-Elektronenmikroskopie gezeigt wurde, dass im Hirn von Gcdh-KO-Mäusen 

die Glutarylierung von Proteinen nur für ca. 10% aller astrozytären Mitochondrien 

funktional relevant ist, während in Mitochondrien von neuronalen Zellen keine 

glutarylierten Proteine akkumulieren.  

Zusammenfassend zeigt die Arbeit, dass verschiedene mitochondriale Proteine durch nicht-

enzymatische Glutarylierung in ihrer Aktivität und Fähigkeit zur Protein-Protein-Interaktion 

gehemmt sind. Die Relevanz dieser Modifikationen an mitochondrialen Proteinen in gliären 

Zellen für die Degeneration striataler Neurone während enzephalopathischer Krisen bei 

GA1-Patienten ist noch unklar und bedarf weiterer Studien. Es ist wahrscheinlicher, dass 

kombinatorische und synergistisch negative Effekte von Proteinglutarylierungen und dem 

Anstieg toxischer GA- und 3OHGA-Metaboliten die pathomechanistische Grundlage für die 

striatale Neurodegeneration bei GA1 bilden. 
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7. Summary 

Glutaric aciduria type 1 (GA1) is an inherited neurometabolic disorder. The deficiency of 

glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH), which plays a role in the degradation of the amino 

acids lysine, hydroxylysine and tryptophan, leads to accumulation of the toxic metabolites 

GA and 3OHGA and glutaryl-CoA. Glutaryl-CoA serves as a substrate for a recently 

identified posttranslational protein modification: lysine glutarylation. In the first months of 

life, GA1 patients are at risk to develop encephalopathic crises, which result in a selective 

irreversible destruction of striatal neurons with a subsequent dystonic/dyskinetic movement 

disorder of variable degree. As the mechanisms underlying the pathogenesis of GA1 are not 

fully understood, the aim of this study was to analyse the characteristics and effects of protein 

glutarylation and discuss its potential involvement in the pathophysiology of GA1.  

The findings show that lysine glutarylation is tissue specific, corresponding to the GCDH 

expression and different importance of the degradation of lysine, hydroxylysine and 

tryptophan in the respective organ. The levels of glutarylation in liver and kidney of Gcdh 

KO mice are several fold higher than in brain. That the induction of metabolic crises in 

mouse model does not lead to an increase of the glutarylation level, suggests strictly 

regulated glutaryl-CoA levels and a subsequent higher generation of GA and 3OHGA. 

Proteomic analysis identified 37 glutarylated mitochondrial proteins in brain and 154 in liver 

of Gcdh KO mice. Homology-based modeling of the in Gcdh KO brain most highly modified 

mouse glutamate dehydrogenase (Gdh, 11 glutarylated lysine residues) revealed that lysine 

residues identified to be glutarylated are located close to the binding sites of the allosteric 

effectors NADPH, GTP and ATP. Moreover, glutarylation blocks the protein-protein 

interactions between GDH or the electron transfer flavoprotein B (ETFB) and GCDH. The 

results show that glutarylation also impairs the catalytic activity of mitochondrial proteins, 

exemplified by in vitro glutarylated GDH, which activity was reduced by up to 95%. 

This study was part of a multidisciplinary work, in which was also shown, via immunogold 

staining, that protein glutarylation is functionally relevant only for 10% of the mitochondria 

in astrocytes, whereas glutarylated proteins do not accumulate in neuronal mitochondria at 

all. Thus, the significance of these modifications in glial cells for the striatal neuronal 

degeneration requires further investigation. It is likely that the combination of negative 

protein glutarylation effects and the increase of toxic GA and 3OHGA are responsible for 

neuronal cell death during encephalopathic crises in GA1. 
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9. Anhang 

Anhang Tab. 8.1: Proteomanalyse glutarylierter Substrate in Gcdh-KO-Maushirn und -leber 

(PRIDE-dataset identifieAr PXD007881). 

Grün: Gesamtzahl der Kglu-Bindungsstellen glutarylierter Proteine in hepatischen und cerebralen 

Mitochondrienextrakten der Gcdh-KO-Maus.  

Rot: nicht-glutarylierte Proteine in hepatischen und cerebralen Mitochondrienextrakten der Gcdh-

KO-Maus 

Protein  Gen Hirn Leber 

Glutamate dehydrogenase 1   Glud1 11 14 

Aconitate hydratase   Aco2 6 5 

Trifunctional enzyme subunit alpha   Hadha 5 7 

Malate dehydrogenase   Mdh2 5 6 

Citrate synthase   Cs 4 3 

Trifunctional enzyme subunit beta   Hadhb 3 5 

Isocitrate dehydrogenase [NADP]   Idh2 3 10 

4-aminobutyrate aminotransferase   Abat 2 2 

Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase   Acadsb 2 2 

ATP synthase subunit beta   Atp5b 2 6 

Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1   Oxct1 2 
 

Protein NipSnap homolog 3B Nipsnap3b 2 3 

Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit   Sdha 2 7 

3-ketoacyl-CoA thiolase   Acaa2 1 14 

Acyl-CoA dehydrogenase family member 10 Acad10 1 1 

Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase   Acadl 1 2 

Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase   Acadm 1 2 

Acetyl-CoA acetyltransferase   Acat1 1 5 

Acyl-coenzyme A thioesterase 13 Acot13 1 1 

Acyl-CoA synthetase family member 2   Acsf2 1 1 

GTP:AMP phosphotransferase AK3   Ak3 1 1 

Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase Aldh7a1 1 1 

ATP synthase subunit O   Atp5o 1 6 

Carbonic anhydrase 5B   Ca5b 1 
 

ES1 protein homolog   D10Jhu81e 1 1 

Dihydrolipoyl dehydrogenase   Dld 1 8 

Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase   Ech1 1 1 
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Enoyl-CoA hydratase   Echs1 1 2 

Enoyl-CoA delta isomerase 2   Eci2 1 1 

Aspartate aminotransferase   Got2 1 12 

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma1   Idh3a 1 
 

Malonyl-CoA-acyl carrier protein transacylase Mcat 1 1 

3-mercaptopyruvate sulfurtransferase Mpst 1 1 

NAD kinase 2   Nadk2 1 
 

Cysteine desulfurase   Nfs1 1 1 

Presequence protease   Pitrm1 1 
 

Thiosulfate sulfurtransferase Tst 1 3 

Kynurenine/alpha-aminoadipate aminotransferase   Aadat 
 

2 

Alpha-aminoadipic semialdehyde synthase   Aass 
 

2 

Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase   Acads 
 

3 

Cytoplasmic aconitate hydratase Aco1 
 

1 

Acyl-coenzyme A synthetase ACSM1   Acsm1 
 

3 

Acyl-coenzyme A synthetase ACSM3   Acsm3 
 

1 

Acyl-coenzyme A synthetase ACSM5   Acsm5 
 

1 

Alcohol dehydrogenase 1 Adh1 
 

1 

Agmatinase   Agmat 
 

2 

Serine--pyruvate aminotransferase Agxt 
 

2 

Alanine--glyoxylate aminotransferase 2   Agxt2 
 

1 

Aldehyde dehydrogenase X   Aldh1b1 
 

3 

Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase Aldh1l1 
 

1 

Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase   Aldh4a1 
 

7 

Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase Aldh6a1 
 

3 

4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase Aldh9a1 
 

2 

Alpha-methylacyl-CoA racemase Amacr 
 

1 

NAD(P)H-hydrate epimerase Apoa1bp 
 

1 

Arginase-1 Arg1 
 

1 

ATPase family AAA domain-containing protein 3 Atad3 
 

1 

ATP synthase subunit alpha   Atp5a1 
 

5 

ATP synthase subunit gamma   Atp5c1 
 

1 

ATP synthase subunit delta Atp5d 
 

1 

ATP synthase subunit epsilon ATP5E 
 

1 
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ATP synthase F(0) complex subunit B1   Atp5f1 
 

4 

ATP synthase subunit d   Atp5h 
 

7 

ATP synthase-coupling factor 6   Atp5j 
 

1 

ATP synthase subunit f   Atp5j2 
 

1 

ATP synthase subunit g   Atp5l 
 

2 

Methylglutaconyl-CoA hydratase   Auh 
 

3 

D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase   Bdh1 
 

1 

Valacyclovir hydrolase Bphl 
 

4 

Carboxylesterase 1D Ces1d 
 

1 

CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 3 Cisd3 
 

1 

Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase Coq3 
 

1 

Ubiquinone biosynthesis monooxygenase COQ6 Coq6 
 

1 

Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1   Cox4i1 
 

1 

Cytochrome c oxidase subunit 5B   Cox5b 
 

1 

Carbamoyl-phosphate synthase  Cps1 
 

36 

Cytochrome c, somatic Cycs 
 

1 

Sterol 26-hydroxylase   Cyp27a1 
 

3 

Lipoamide acyltransferase  Dbt 
 

3 

D-dopachrome decarboxylase Ddt 
 

3 

2,4-dienoyl-CoA reductase   Decr1 
 

3 

Probable 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component  Dhtkd1 
 

1 

Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase  Dlat 
 

1 

Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase   Dlst 
 

1 

Dimethylglycine dehydrogenase   Dmgdh 
 

8 

Enoyl-CoA delta isomerase 1   Eci1 
 

1 

Elongation factor 1-alpha 1 Eef1a1 
 

1 

Peroxisomal bifunctional enzyme Ehhadh 
 

1 

Electron transfer flavoprotein subunit alpha   Etfa 
 

4 

Electron transfer flavoprotein subunit beta Etfb 
 

2 

Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase   Etfdh 
 

1 

Persulfide dioxygenase ETHE1   Ethe1 
 

1 

Ferrochelatase   Fech 
 

2 

Fumarate hydratase   Fh 
 

4 

2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase   Gcat 
 

3 



Anhang   

49 

 

Glutamine synthetase Glul 
 

1 

Glycine N-acyltransferase Glyat 
 

3 

Glycine N-acyltransferase-like protein Gm4952 
 

3 

Glutathione peroxidase 1 Gpx1 
 

4 

Glutathione S-transferase A3 Gsta3 
 

1 

Glutathione S-transferase kappa 1 Gstk1 
 

4 

Glutathione S-transferase P 1 Gstp1 
 

1 

Maleylacetoacetate isomerase Gstz1 
 

1 

L-gulonolactone oxidase Gulo 
 

1 

Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase   Hadh 
 

3 

Hydroxyacylglutathione hydrolase Hagh 
 

1 

Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing 

protein 3 Hdhd3 
 

1 

3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase   Hibadh 
 

2 

3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase   Hibch 
 

1 

Histidine triad nucleotide-binding protein 2   Hint2 
 

1 

Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase   Hmgcl 
 

1 

Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase   Hmgcs2 
 

9 

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 Hsd17b10 
 

4 

3 beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 5 Hsd3b5 
 

2 

Stress-70 protein   Hspa9 
 

3 

60 kDa heat shock protein   Hspd1 
 

6 

10 kDa heat shock protein   Hspe1 
 

3 

Putative transferase CAF17 homolog Iba57 
 

1 

Isovaleryl-CoA dehydrogenase   Ivd 
 

3 

Glycine N-acyltransferase-like protein Keg1 Keg1 
 

2 

L-2-hydroxyglutarate dehydrogenase   L2hgdh 
 

1 

Acyl-protein thioesterase 1 Lypla1 
 

1 

Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha   Mccc1 
 

1 

Mitochondrial calcium uniporter regulator 1 Mcur1 
 

1 

Trans-2-enoyl-CoA reductase   Mecr 
 

1 

Methylmalonyl-CoA mutase   Mut 
 

1 

NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 5 Ndufa5 
 

3 

NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 6 Ndufa6 
 

1 
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NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit Ndufs1 
 

3 

Protein NipSnap homolog 1 Nipsnap1 
 

4 

Omega-amidase NIT2 Nit2 
 

1 

Ornithine carbamoyltransferase   Otc 
 

5 

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase Oxsm 
 

1 

Pyruvate carboxylase   Pc 
 

3 

Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase 2 Pcbd2 
 

1 

Propionyl-CoA carboxylase alpha chain   Pcca 
 

1 

Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase Pecr 
 

1 

Prohibitin Phb 
 

1 

Inorganic pyrophosphatase 2   Ppa2 
 

1 

Peroxiredoxin-5   Prdx5 
 

1 

Proline synthase co-transcribed bacterial homolog protein Prosc 
 

1 

60S ribosomal protein L11 Rpl11 
 

1 

Sarcosine dehydrogenase   Sardh 
 

4 

Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar1 Slc25a12 
 

2 

Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 Slc25a13 
 

4 

Mitochondrial glutamate carrier 1 Slc25a22 
 

1 

Phosphate carrier protein   Slc25a3 
 

2 

ADP/ATP translocase 2 Slc25a5 
 

4 

Superoxide dismutase [Mn]   Sod2 
 

5 

Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta   Sucla2 
 

1 

Succinyl-CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha   Suclg1 
 

3 

Succinate--hydroxymethylglutarate CoA-transferase Sugct 
 

1 

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit 

Tim13 Timm13 
 

1 

Cytochrome b-c1 complex subunit 7 Uqcrb 
 

4 

Cytochrome b-c1 complex subunit 1   Uqcrc1 
 

1 

Cytochrome b-c1 complex subunit 2   Uqcrc2 
 

1 

Cytochrome b-c1 complex subunit 6   Uqcrh 
 

1 

Cytochrome b-c1 complex subunit 8 Uqcrq 
 

1 

Zinc-binding alcohol dehydrogenase domain-containing 

protein 2 Zadh2 
 

1 
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Anhang Abb. 8.1: Konservierte glutarylierte Lysinreste der GDH.  

Die Homologiesequenz wurde mittels ClustalW2 bestimmt. Durch MS-Analyse identifizierte 

glutarylierte Lysinreste werden in verschiedenen Farben dargestellt:  

Türkis: identifizierte glutarylierte Lysinreste in Gcdh-KO-Leber- und Hirngewebe.  

Grün:  nur in Gcdh-KO-Leber identifizierte glutarylierte Lysinreste.  

Gelb:  identifizierte glutarylierte Lysinreste der in vitro modifizierten, aus Rinderleber isolierten 

GDH.  
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